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Beach reibung 



[0001] Die Erfindung betrifft neue kupplungslahJge Oxazlnfarbsloffe sowie deren Verwendung als Ruoreszenzmar- 

e ^m^^D^mnMyq Immunologischer Assays und in der DNA-Analyiik werden Marker odor Label benotigt, die 
roch Ableuf einer anelytspezffischen Reaktlon eine Quonlifizierung des Analyten erlauben. 

[0003] Aufgrund der hohen Sensfflvttftt heben sich in der letzten Zelt besondersfluorumetrieche Marker durchgesetzt. 
So ermfiglicht die MarWerong eines Anfikflrpera oder eine Nukleotids mil Huoreszenzfarbstoffen eine direkte Quanti- 

w SSfl 9 Weil verbretete FTuoreszenzfertostoffe sind belspielsweise FITC (Fluor^ezeinlsothiocyBnat), FLUOS (Fluo- 
reszefn N-Hydroxyeuoclnlmldwler). Resomfln und Rhodaminiabel.die aber fur ihre Anregung rdattv eufwendige Ucht- 
quellen, zum Beisplel Argonlaser, bentttlgen. 

[0005] Die rasche Entwlcklung prelswerter Laserdloden mrt einem Emissionsbereich von 630 - 7B0 nm, die slch 
zudem hervornagend zum AuTbau mlnlaturtslerter Systeme eignen, macht Fartostofte wunschenswert, die In dlesen 
70 Wellenlangenbereichen absorbleren. 

[0000] I n EPhA-0 543 333 werden pentazykllsche Rhodemin-FBrbstoffe beschrieben. die els Label eingesetzt werden 
konnen. Die Schwerpunkte der Absorption liegen nur 1m Bereich bis 660 nm. 

[0007] In der WO 88/047 77 warden Phthalocyaninfarbstaffe beschrieben, die alleralngs mehr als eine funktionelte 
Gruppe besitzen, so dafi ale bei Konjugation, zum Beisplel mtt AntikOrpern, zu Vernetzungen und Ruduktgemlschen 
20 ruhren, die einen gru&en Reinigungssufwend erfordem. 

[0008] In US-P-5,1 49,807 sind peniazykHsche Oxazinderivate als Laserfarbstoffe beschrieben. Dies* verfugen eber 
Qber kelne funktionelte Gruppe und sind somlt nlcht furelne spezrfiscne Kupplung an blologteche Molekule wle Protelne, 
Haptene und Nuklelnsauren geeignet, noch wird eine solche Verwendung angesprochen. 

[0000] Aus FR-A-2 121 108 sind OxazinferbBtoffe bekennt, welcbe Jedoch eine anders geertete Grundstruktur oder 
26 andere Substttuenten aufwelsen, als die mft der vorliegenden Erflndung entwickerten und besctirlebenen Ferbstoffe. 
[0010] in US-A-4,714,763 sind HamatatT-Denvate von Oxazln- oderThlazln-Farbsloflen beschrieben. Oxazlne, wel- 
che eine Verbruckung zwischen elner exozyktischen Aminogruppe und dem aus *el Rlngen bestehenden Oxazln- 
grundkcrper beinhalten, sind dort nicht often bart 

[0011] Aufgabe der vorllegenden Erfindung 1st es, Farbstoffe zur Verfugung zu stellen, die slch fOr ehe Kupplung 
30 mrt blologlschen Molekuien eignen, die Ober eine hone Quantenausbeute verfugen, in einem Absorptlonsbereich von 
646 - 700 nm absorbleren und eine mOtfichsl gerlnge unspazifische Blndung an btologteche Verbindungen oder an 
Festphasen aufwelsen. 

[0012] GelGst wird die Aufgabe durch die Erfindung, wie sie in den Anspruchen charaklsrisiert tet. 

[0013(1 Gegensiand der Erfindung sind funkBoneH kupplungsfahlge Oxazlndertvate der allgemeinen Formal 1 
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oo worin R 1p R+, R^i ^ R 7 » R io 

Wassersloff. AM, Alkoxy, Hydroxy, Halogen, CertoxyU Sulfonyl oder Amino darstelrt 

und 

Wasseretoff, Aflcyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinhelten, Phenyi p Phenylalkyl bedeirton, die dJrcn Hydroxy, Hato- 
63 gen, Sulronyl, Carboxy, Amino, Altaoycarbonyl subsffluiert seln kdrmeTi, wobel R2 mlt R1 oder R3 mlt R4 eine 

gesaitlgte oder tnges&ttigle C2- oder C3-Br0cke Widen kann oder R2 mrt R3 eine gesfittigte oder ungesattigte 
C4- oder O5-Br0cke Widen kann und 
R8, R9 
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Wasaersioff, Alkyl, AJkoxy, Polyoxyhydrocartyleinhellen, Phenyl, Phenyiakyl bedeutet, die durch HyoVoxy, Halo- 
gen, Sulfonyl, Carbaxy, Amino. Alkoxycerbonyl substltuiert seln kann p wobai R8 mrt R7 odor R9 mlt R10 eine 
geskttlgte oder ungesfittigte C2- oder C^Brflcke oder R8 mft R9 eine gesfittlgte oder ungesfittigta C4- Oder 
C5~Brticke bllden kann 

und woboi mlndestens ainar der Reste R2, R3, RB oder R9 einan rOcht-brOckablldanden Rest derstellt, der mlt airier 
kupphjngsfehlgen aktMaden oderzu ainar Kupplung akttvierbaran Gruppe substftuiert 1st 

und wobel mindestens einer der Reste R2, R3, R8 oder R9 omen brGckebildenden Rest, (tor gegebenenfialls durch 
Alkyl P substitute* aeln kann, darstellL 
10 [9014] Bavorzugt blktet R3 mH R4 und / oder R7 mil R8 etna gestttigte oder unges&tttgte C3-Brflcke. 

[0015] Ganz besonders bavorzugt Widen R3 mil R4 und / odar R7 mlt R8 aine C3-Br0cte, wfihmnd R2 und / oder 
RB nlchtbfflckeMldende Subsffluenten. bevorzugt Alkyl darstellen, wobei mlndeatens ain nlcht-brOckablldander Sub- 
stituent mil elner kupplungslfthlg akUvterten oder aktlvlerbaren Gruppe substriulert 1st. 

[0016] Unter dam Begrlff 'Palycjxyhydrocarrj^-Elrhetten" 1m Slnne der vorllegenden ErflndJiig alnd poiymere Oder 
is ollgomera organlsche Reste zu verstehen, die Ciber O-Brucken mhalnander verknQpft sind. Inabaaondere sind unter 
tfiesem Begrlff Polyether, Polyole, Idsliche Carbohydrate, Danvale davon odar wasseriflslche Porymere zu verstehen. 
Besonders bevorzugt sind Polyethylenoxygmppan, deren Grofte so 1st, daS das MolekLiargewteht der GeaamtverbJn- 
dung 800 - 1200, vorzugsweise etwa 1000 1st. Die obert genannten Polyethylenoxygruppen bewlrken elne Verbesse- 
rurig der Loslichkeft, vermlndern die unspezfflsche Bindung der Vsrbindungen an Proteine und verhlndem eine Dlme- 
20 riaierung, 

[0017] Elne Alkylgruppe hat 1-10, bavorzugl 1-7 Kohlensfoffatome und kann verzwelgfkettig oder geradkettig seln; 
sle besitzt ganz besondere bevorzugt 1-4 Kohlenstoffatome und 1st Inabaaondere zum Belspiel Methyl, Ethyl, Propyl, 
iao-Propyl, Butyl, lao-Butyl oder tert.-Butyl. 

[0010] Eine Phenytalkytgruppe mlt bevorzugt 1-3 Kohlenstoffatomen In dar Alkylgruppe lat Inabaaondare elne Phe- 
25 nethyl- oder Benzylgruppe. 

[00101 Unter Halogen wlrd Fluor, Chlor, Brom oder Jod, bevorzugt Chlor verstanden. 

[0020] Elne Alkoxygruppe in einer Alkoxycarbonylgruppe hat 1-10, bevorzugt 1-4, ganz beaondera bevorzugt 1 Oder 
2 C-Atome. 

[0021] I n den erfindungsgern&Sen Verblndungon der Formal I liegt vorzugawetee zumkidest einer der Reste R2, R3, 
30 R8, R9 als ein nicM-brflckenbildender Rest vor, der mlt elner kupplungsfShlgen aklMerten odar zu elner Kupplung 
aktivierbaren Gruppe substitulert 1st Eine solche akttvlerte Gruppe leltet slch tnabesondere von elner aktlvlerbaren 
Carbonsaure- oder SJfonsauregruppjeriing ab, und lat zum Beispiel ein Sflureester, ein Sfiureanhydrld, ein Saureha- 
logenid , vorzugsweise Bromid, insbesondera Chlorid oder ein N-Hydroxy-Succinlmideatar. Zwtechen attivtsrter Gruppe 
und darn nkM-brOckenblldendem Rest kann noch elne Unkervarbindung, betspieisweise DADOO zwtechengaschattet 
35 seln. 

[0022] Die Tabelle gfbt elniga Belsplete fQr aktivierte, kupplungsf&hige Gruppen. Dem Fachmann sind weltare solcher 
Gruppen ana der Synthesechemle fQr Konjugate bekannt 



Tabelle 1 



45 



Aktlvlarta Gruppe 


VarknQpfung mlt 


Produkt 


NHS-Ester 


Amine 


Amid 


isothiocyanat 


Amine 


Thiohamstoff 


Gemlschtes AnhydrkJ 


Amine 


Amid 


Maieimld 


Thiol 


Thioether 


Thiol 


Maleimid 


Thioether 


Heloacetyl 


Thiol 


Thioether 


Hydrazine 


Aldehyd 


Hydrazone 


Amine 


Aidehyd 


Amfn (n. Reduction) 


Amine 


reaktlva Carbonaflure 


Amide 



65 [0023] Ala Gegenlon GAt ak* Jedea zur Ladungsneutralfeteaing geelgnete und mlt dem kationtachen GrundgerGst 
kompatible Anion verwenden; bevorzugt wlrd Perchlorat elngesetzt, oder aber daa Gegenlon von elner Carboxy- oder 
Sulfongruppe elner der Reste ebgeleUet Durch Wahl elnes geeigneten Gegenlona I3BI sich zusfttzlteh zur AusweW 
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und Kombination der Reete der je nach dam beatelcMigten Anwendungszweck gewGnschte Grad der Upophllle op- 



100241 BeispielB fur besonders bavorzugte Substrtuenten In der Bodeutung van Rj. Rj. R 8 , oder Rj ej™|j 
WasseratofT, Methyl, Carboxymethyl, Ethyl, Carboxyethyl, 3-Surtopropyl, 4-Sulfobutyl, «artx«yp«ipyl.4-Carboxybu- 
lyl, 3. Me thc*ycartK>riylpropyl, 3-Elhoxycarbonylpropyl, Metrioxy-ethoxy-ethyt, Hydroxy^oxy-^, BenzyK 
ami r zSKSSng als hydropWIe Markarkann Mz^eckmafilg sain, unsymmetrtecr, aubatltulertoProdutoem- 
zusetzen, In denen dia Reste Rg. R, gegenuber Re, Rq verschleden .bid. und rum Beisptel elne ^rboxypropyl oder 
^Srboxybutylgnippc (fo Oder / und Rj) und aha 3-Sulfo-Propyl- odar 4-Su!to-ButyhGrupp 8 (Rfl und / odar be- 
deuten, 

[0026] Besonders bevorzugle Reste In Verblndungen der Formal \ slnd: 



R 1v R* Rs, und / oder R 10 = Wbeserstoff 
R 3 mlt und / oder R e mil R 7 = (CH2)* 

-CH-CH-C- 

R 1 mlt R z oder Rg mlt R 10 = (CHj) 3 
R 2 , R3.R8.R9s -CHa-CH,, -CHa-CHyCHyCOOH 
R 2 mlt R 3 oder Rg mlt Rj = (CHj)* 

[0027] Eln welteiar Gegerwtand der Erflndung slnd mlt den erfindungsgema&en I 
blologtecti aktlve Substenzen (Konjugate) der Formal II 




worln R, , R4, Re, Ra. R 7 , R 1d dte oben angegebene BedeiJlung haben. 

Wasserstoff Alkyl, Alkoxy, PoiycoytiydfOxycarbonylBinheHen, Phenyl, Phenylalkyl bedeutet, die dutch Hydroxy, 
Sulfonyl, Carbcxy, Amino, Akoxycarborryl substitulert sein konnen, wobei R2 mlt R, oder R3 1 mlt R4 elnegesattlgte 
oder ungesdltlgte 04- Oder C5-Br0cke Widen karm und 
R8 1 R9* 

WassefBtoff, Alky., Alkoxy, PotyoxyliydroxycarborrylelnheHen, Phenyl. Phenylalkyl bedeutet, die durch Hydroxy, 
Sulfonyl, Carboxy, Amino, Akoxycarbonyl subafitulert aein konnon, wobei RZ mlt oder R3 1 mlt R4emeges&ttlgt» 
oder unges&tttgte C4- oder CG-BrOcke Widen karm 
und 

wobei mlndestens einer der Reete R2\ R3\ Rff oder R9' elnen nlcht-bruckebildenden Rest danrtelrt, der mlt elner 
btologiach akttven Substanz gekippelt 1st und wobel mlndestens elner der Reste R2\ R3\ Rff und R9 1 einen nlcht- 
brGckeblldenden Rest darstellt, der gegebenenfalls durch Alkyl substltulert ist 

[0028] Urtter elner biologlsch t*tfven Substanz wird insbesondere eln Hapten, Antigen, AntkOrper oder Fragment 
davon, Protein oder Mono- oder PolynukJeolid (PNA, RMA oder DNA-MotekCH) verctanden. 

[O029] Die Verblndungen der Formal I laasen sich durch Kondensatlon von 1,3-Amlnophenolen der Formal ill mlt 
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NttrosoBminophenolen der Formal IVerhalten. 
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OH 



HO 
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[0030] Aktlvlertoare Gruppen warden nach bokannlen Methoden zu kupplungsfahlgen Gruppen aktMert und mil re- 
aktiven Gruppen biologlsch aktlver Molekulezu Konjugaten der Formel HgekuppelL Dabel k6nnen such zwischen don 
aktivwrten Gruppen und den blologiach aktiven Molektilen noch Linker eingebaut warden. 

20 [0031] Mft den erfindungsgemfiBen Verblndungen werden neue Verblndungen bereltgesteltt, die sich aufgrund Ihrer 
speklroskopischen Hgenscheften (Abaorptiofismaximum Im Berelch zwischen 645 bis 700 nm) sehr gut «r kupplungs- 
fahkge Absorptionsfarbstoffe, insbesondere Huoreszenzfartwtoffe fUr die Anwendung In Hapian- / und AntlkBrperpro- 
teln-Konjugaton, zur PolynutteotldmarWerung und zur Anfarbung von Latlcea (RuorwzenzlafioBs) elgnen. Die Quan- 
fenausbeute 1st hoch und liegt zwischen 40 und 70% In ethanollscher Lflsung, 

25 19032] Fur die Anwendung In Hapten- / AnUkBrper- /Protein- Oder PolynukleotkJkonJugatan 1st ee vortellheft, wenn 
die Farbstofte gut wasseriflslich slnd. FOr dlasen Verwendungazweck warden deatialb vorzugawrtse Verblndungen 
der aBgemelnen Formel I elngesetzt, m denen fy, H^ r Rg moglichst hydrophil sind. Vbrzugswelse alnd dleae Ver- 
blndungen unsymmalrisch substltuierla ProduMe, die zum Beispie! sowohl Carboxyl- ats auch Sulfbnsfluregruppen 
enthalten- Die Kupplung zum Konjugat erfalgt Qbermindestens einen der akthrierten Substituenlen der Reste Rg. R 3 , 

00 Ro oder Rg und insbesondere tiber eine Hydroxysucclnlmidgruppierung. 

[0033] Konjugate der FluoreszenzfarbstoffB mit Haptenen, wis zum Belspiel Theophylln, D1goxin,T3, T4 oder Protein, 
wie zum Belspiel AntikOrper, efgnen sich zum Beisple) zum Einsatz In diagnostischen Systemen, insbesondere fur 
Huoreszenzimmunoa&says. 

10034] Wetterer Gegenstand der vorilegenden Erflndung 1st ein Verfahren zur Bestlmmurig elner ersten Immurwlo- 
35 gischen bindefihigeri Substenz, das dadureh gekennzelchnet 1st dali eln Konjugat elner erfinAjngsgemafien Verbin- 
dung mit elner zweiten Immunologic* blndefanlgen Substanz, die glelch Oder verschieden mit der ereten Substanz 
sein kann, verwendet wlrd und daft die durch eine immunotogfeche Blndungsreaktton, wetehe fOr de erate Substanz 
spezlflsch 1st, verureachte Absorptions- Oder Fluoreszenzfinderung oder Fluoreszenzpotedsetlonsanderung dererfin- 
dungsgemaOen Verblndung als Mall fur die Merge der in der Probe enthattenden zu bestlmmenden Substanz bestlmrnt 
40 wfird. 

[0035] Eln welterer Gegenstand der Erflndung 1st die Verwendung der ertncfcngsgema&en Konjugate flQr Immun- 
oasseys- 

[0036] Die erflndungsgemaaen kupplungsfihlgen Verblndungen der Formal I eignen sich auch zur Herstelung von 
Konjugalen mlt Mono- oder PotynuWaotWen oder PNA. 
45 [0037] Eln werterer Gegenstand der Erflndung 1st daher die Verwendung dfeaer Konjugate zur DNA-Analytflc 

Belspiel 1 

Synthese von I 

[005S1 0.6 g (2,3 mmol) ^Hydroxy-I ,2,3 A4etrahydr«*iinoM-yl>^ und 0,5 g (2.4 mmol) N- 

Ethyl-7-hydruxy^-nftros^ warden in 12 ml Ethanol nach Zusatz von 2 ml 2,5 m Salzsfiure 

2 Stunden unter RuckfluB gekocht. Die b&sung wlrd am Roiationsverdampfer bis zur Trocknung eingedampft. Der 
Ruckatand wird in Ethanol aufgenommen und Ober Alumlnlumoxid cnromalographlsch vorgerelrtgt Der so erhaltene 
55 Ethyleater des Zlelfarbstoffes hat das Absorpttonsmaxlmum in Ethanol be! 653 nm, 

T00W Der Ethyiester wird In elnem Gemfcch aus 30 ml Aceton, 20 ml Wasser und 1 ml 2,5 m Salzsaure30 min. 
unter RDckfiuB gekochi Zur Relnigung wlrd dor FarbstofF uberSHIcagel chromatographiert (Laufmrttel: zunachst Ace- 
ton-Chloroform 3:1, dann Aceton und schlieailch Ethanol)* Man emalt 0,5 g I 
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or 



Belsplal 2 

Oaca2in-N41ydroxysucclnimide8ter It 

10040] 40 mg Oxazln I warden mlt 10 mg N-Hydroxysuccinimldeesteer imd 1 9 mg Dlcy^ohoxyteartxjdllmld in 20 ml 
Aoetonttfi gelttsL Man Iftftt 4 h bei Raumtomperatur rOhren und ntfert das Produktgemlscri oln. Die Reining orfblgt 
jber Reverse Ptiase-Kkwelgel. 





[0041] Dlgoxin-3<>artK3xym^ III (Dig-CME-DADOO) 

[00421 Dee Hapten-nviorwzenz-KonJugat wird durch Umwtzung van 11 mg 1 und 17,5 mg Dig- DAD OO IB h bei 
Raumtomperatur In Acetonltrll erhalten. Dor Ansatz wird elnrattert und anschlletend Ober Kieeetgel, Eluena Chloro- 
fornvMethanol-Esaigsaure 3:1:0:1 
[0043] Ausbeute: 4 mg 
10044] Anarytik: MS entspricht 



Labeling von Protelnen mlt II 

[0045] 1 0 mg Protein, z.B. MAK <TSH> warden in I ml Natrlumhydrogeriphcwphat-Pulfer pH 8 geiect Dbzu gibt man 
eine LGsung elnes 10-fachen molaren Oberschusses an ll p geldst In 500 li DMSO. Die Reakttonsttwg wird 1 h bei 
Raumtomperatur goschOttelt. Das Konjugat wird Liber elne Sephadex G 50 Saul©, Laufmtttel = Puffer, gerelnlgt, drel mal 
gegen Wasser dlalydert und lyophlllslert 
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20 



90 



35 



40 



45 



50 



Balsplft13 

Synthase von Oxazlnen der Formeln IV-X mit aktMerbaren COOH-Gnjppan 

[0046] 3 mmol substitutes m-Amlnopnenol bzw. m-Aminoanteol und 33 mmol B-Nitroso-3-aminophonol werden In 
elnem Gemlscri von 20 ml Athariol und 1 ml 2.5 N SalzsSure gekist und zum Rflckflufi erhlizl. Die dabei stattfindende 
FartetoffWIdiMig wird apeWrormrtroch varfolgt (Xmex Im Bereteh 650 - 700 nm). Die Raaktion wird abgebrochan, wenn 
die FartetoffkonzentTBtlon nldht mehr zunlmmi 

[0047] Die so erhaltene LGs ung wind auf Vblumon von ca. 10 ml elngeengl und dann tropforiwetee zu 200 ml 10%lger 
wtfcrtger NaBF 4 -L5eung UlnzugefDgl, Das Fartsatoff-tetraflijoroborat mil hlertoel vottetandig aua. Nacn Abdekantleren 
der Oberstehenden Fluaslgtelt und Flltrleren wird der RGckstand In 100 ml Dlchloimethan aa^genommen und <fese 
Lflaung 3 mal mlt ]e 1 00 ml Wasser gewaschen. Die Lfisung wird uber Ua^O^ getrocknet und elnrotlert Der Farbstoff 
«Ut hiarbei ate zfihe*. fast schwarzes Ol an. Ausbeute: 40-60%. 



Hydrojyag 

[0048] Dar tohfarbataffltEthyleslar) wird In elnem Gemtech von 30 ml Aceton, 1 5 ml Wasser und 1 ml 2-5 N Salzsfiure 
get&st und zum RuckfluS arhiizl Die Hydroryae wird dOnnachteht^hrornBtogfa|?hlBch varfolgt (Sllcagel. MeOH/HjO 
3:1). Nach prakttech vollstfindlger Umsolzung wird die Reaktlomslfisung bel ca. 30*C elnratfert und der RQctetand 
chromatographlsch gerelnlgt. 





Reakfionsdauer 


Hydrotysedauer 


Relnlgung 


X. max. EtOH 


IV 


1,5 h 


7h 




660 


V 


70min. 


9h 


Sllicegel LM=Chloroform/EtOH 


650 


VI 


75mfn. 


9h 


SlllcageJ LM=Chloroform/EtOH 


j 648 


VII 


40 rrrtn. 


10h 


Slllcagel LM=Chloraform/ r EtOH 


672 


Vlll 


OOmin. 


4Sh 


Slllcagel LM=Chkroforrn/E10H 


682 


IX 


3h 


| 24 h 


Slllcagel LM=Chtorcform/EtOH 


673 


X 


60mln. 


24 h 


Slllcagel LM=ChJorofbrrn/EtOH 


672 



50 
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HO 



1 . Oxazinderivate der allgemelnen Forme! I 



worin R-, ^R^Rg.Ry und R 10 Vfesserstoff. Alkyl, Hydroxy, Halogen, Carboxyl, Sulfonyl oder Amino bedeutet 
und 

WteWTstoff. Alkyl, Alkaxy, PolyoxyriydnacortjyieiriheltBri, Phenyl, Phenytalkyi bedeuten, die dun* Hydroxy, 
Sulfonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituted sein kdnnen, wobeE R 2 mftR 1 oder Rg mit R4 ekie ge- 
sdttigte oder ungesfittigte C2- oder C3-BrUcke bllden kann odor R 2 mlt R 9 elne ges&ttfgte odor ungesatttgte 
C4- oder C5-Brucks bllden kann und 

Wasaerstoff, Alkyl, Aikoxy, Poryoxyhydrocartoylelnheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeuten, die durch Hydroxy, 
Sulfonyf, Carboxy, Amino, Afcoxycarbonyf subsfltuiert seta kflnnen, wobel mlt R 7 oder R a mtt R 10 elne 
gesattigte Oder ungesfittlgte C2- oder C3-Brucke oder Rg mlt Rg elne gesaltlgte oder ungesfittlgte C4- oder 
CS-Brucke bllden kann 

urrtwobeimindestenseinerderRea^^ 

mlt elner kupplungafahlgen aktMertan oder zu ernerKupplung akIMertoaren Gruppe substituiert 1st 

und wobei mlndeslens einer der Rests Rg, R 3 , Re oder Rg elnen brOckeblldenden Rest, der gegebenenftills durch 

Alkyl Bubstltulert sein kann, darsteUt. 

Oxazinderivate gemfifl Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, daB Rg mlt R4 und / oder R 7 mlt Re elne gesattigte 
oder ungesattigte C3-Brucke WWet 

OxezSnderivat gemaft Anspruch 1 oder 2, dadurch gekermzeichnet, daB R 2 und f oder Rg nlchHxvckebildende 
Substttuenten darstellen, von denen mindestens elner zusStzllch mlt elner tajppiungstahtgen aktivlerten oder zu 
elner Kupplung aktMerbaren Gruppe substituiert tat. 

Oxazinderivat gemaB Anspruch 3, dadurch geksnnzeichnst, da& ekn r^^njckeWWender SubsUtuent einen mlt 
einer akHvierbaren oder aldlvterten Gruppe substttulerter Alkylrest r 
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nvnTinriarfvata aemflS Ansoiuch 3 oder A, dadurch gekennzeichnet. dali die akttvlerbare Gruppa aire Carbon- 
SSZSEZS!^ i!St oder d» MM*. Gruppa aln Slureste, S BU ~r*ydrid. Sa.rehalogen.d 
Oder N-Hydroxysuccir.imldester dar&telli 

Oxazlnfamstoffkoriugate der Forme* II 




worln R4 .R^F^Ry und R 10 Wasserstoff, Alkyl, Hydrwy, Halogen, Caitocyl, Sulfanyl oder Amino bedeutet 
und 

R2 f R3 1 

Wasseistoff. Alkyl, Alkoxy, PoJyoxyhydrocartjytelnheiten, Phenyl. Phenytalkyl bedeuten, die dureh Hydroxy, 
SuHbnyl, Carboxy. Amino, Alkoxycarbonyl substltutert sain kfirman, wobel RZ mlt R, Oder Rff mil R4 elne 
gesattlgte Oder ungesatttgte C2- Oder C3-Brueke Widen karwi oder mtt R 3 ' elne gesetttgte Oder ungesflttlgto 
C4- oder C5-BrQcke bMen kann und 

R8' R9' 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxlhydrooarbylelnhelten, Phenyl, Phanytakyl bedeutet, dte dureh Hydroxy, Sul- 
fonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substitulert sain konnen. wobel Rff mit R 7 Oder RET mil R,q elne ge- 
sattigte oder unge&atUgte C3Briicke oder Rff mit Rff sine gesattlgte odor ungesattigte 04- odar C5-Brucke 
bildan kann 

und wobel milestone airier der Reata R2", Rff, Rff oder Rff elnen r^t-bruckeblldenden Rest darstelt, der zu- 
satzllcri mlt elner bkxoglsch aKttvsn Goippo sutwHtutert 1st ... 
und wobel mlndestens elnar der Raato R2-. R3\ R8' oder Rff elnen britokeblldenden Reel, der gegebenenfalls 



dun* Alkyl subetftulert seln kann, i 

7. Oxazinkonjugat grnnflU Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB R3' mlt R4 und/ oder R7 mlt Rff elne gesattlgte 
oder ungesattigte C3-BrQcke Diktat. 

8 Oxazinkonjugat gematt Anapnjch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet daB R2 1 und/oder Rff ntaht-bruc^lldende 
Substltuenlen daretellen, wobel mlndestena eln Substltuent mlt elner Hologisch akttven Gruppa substtlulert 1st 

9. Oxazinkonjugat gemefl elnem der AnaprQche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet. dali die btologisch aktlve Gruppa 
eln Hapten, Antigen, AnBkorper oder Protein darstellt 

10. Oxazinkonjugat gemafi elnem der Anspruohe 6 bla 8, dadurch gekenrizefchnet, datl die blotogtach a Wive Gruppa 
eln Mono- oder Polynuldeotid darstellt 

1 1 Verfahren zur Bestlmmung elner erstsn Immunotogisch bindefahkjen Substanz, dadurch gekennzeichnet, deft eln 
Konjugat gemaft Anspruch 9 mlt einerzwelten Immunologlsch bindefahlgen Substanz,, die glelch oder verschleden 
mlt der ereton Substanz seln kann, verwendet wird und daft die dureh elne Immunologlsche Bindungsreaktton, 
welche IDr die erete Substanz spezfflsch 1st, verursachte Absorption oder FHioreszenzendeiung oder Ruoreszenz- 
polaTisatlonsanderung als MeB «r die Menge dar In der Probe enthaltenden zu bestlmmenden Substanz besttmmt 
wird. 
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12. Verwendung eines Konjugstes gem&& Anspruch 9 fOr Immunoassays. 

13. Verwendung elnes Konjugstes gemfili Anspruch 10 zur DNA-Analytlk. 

14. Verfahren zur HersteiiMKj der Oxazlndertvate der Fbrmel I gemafl Anapruch 1 , dadurch gekennzetehnet, daft 1 ,3 
Amlnophenole dor Forme! lit mtt NHrososrninopheriolen der Formal IV kondensiert werden_ 



Claims 

1. Oxszine derivatives of the general formula I 




wherein R 1( R4, R 5 , R* R 7 and R 10 denote hydrogen, alkyl, hydroxy, halogen, carboxyl, sulTonyl or amino and 



denote hydrogen, alkyl, aikoxy, polyoxyhydrocafbyl units, phenyl, phenyWkyi which can be substituted by 
hydroxy, sutfonyl, carboxy, amino, alkoxycarbonyl, and R^ together with R A or R a together with R* can form a 
saturated or unsaturated C2 or C3 bridge or R z together with R 3 can form a saturated or unsaturated C4 or 
C5 bridge and 



denote hydrogen, alkyl, aikoxy, polyoxyhydroa^ untts, phenyl, pheriytalkyl which can bo substituted by 
hydroxy sulfonyl, carboxy, amino, alkoxycarbonyl, and Rg together with Rjor Rg together with R, 0 can form 
a saturated or unsaturated C2 or C3 bridge or R Q together with Rg can form a saturated or unsaturated C4 or 
C5 bridge 

and wherein at least one of the residues R 2 , R 3 , Re or Ra Is a non-bridging residue which is adoltloriair/substnuted 
with an activated group with coupling capaWity or with a group that can be activated to coup's 
and wherein at least one of the residues R* Ra or Rg is a bridgfcg residue which can optionally be substituted 
by alkyl. 
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Oxazlne derivative as claimed In daim 1 , wherein ^together with R, end/or R 7 together with Reform a saturated 
or unsaturated C3 bridge. 

Oxazlne derivative as claimed In claim 1 or 2, wherein R 2 and/or are non-bridging subetltuante of^ichalle^ 
one Is additionally substituted with an activated group with coupling capability or with a group that can Deactivated 
to couple. 

Oxazlne derivative as claimed In claim 3, wherein a non-bridging substituent represents an alkyt residue substituted 
with a group that can be activated or with an activated group. 

Oxazlne derivatives as claimed in claim 3 or 4, wherein the group that can be activated i* a carboxyBo acid or 
suifonteacid group or the activated group is an acid ester, add anhydride, add halogenide or N -hydroxysuccinlmloe 



Oxazlne dye conjugates of formula II 




wherein R„ R* R s , R* R7 and R 10 denote hydrogen, aikyl, hydroxy, halogen, carooxyl, sultonyl or amino and 
R21 fV 




or C6 bridge and 



Sn^te hydrogen, aikyl, alkoxy, polyoxyhydrocarbyt unite, phenyl, phenylattcyl which can be substituted by 
hydroxy, sulfbnyl, carboxy, amino, alkoxycartanyl, and R* together with R 7 or ^t^ther^th R 10 can form 
„ «*„™i«h nr ,™*h,™t«d C3 brickie or R a ' toaether with Ro 1 can form a saturated or unsaturated C4 or C5 



a saturated or unsaturated C3 bridge or R e ' together with Rg' 
bridge 

and wherein at least one of 

with a biologically active group ti B 

and wherein at least one of the residues R^, R a \ Re' or Rg' is e bridging residue which can optionally be substituted 

by aikyl. 

7. Oxazlne conjugate as claimed In claim 6, wherein Rj together with R4 and/or R 7 togetherwlth Reform a saturated 
or unsaturated C3 bridge. 

8. Oxazine conjugate as claimed In claim 6 or 7, wherein R 2 ' and/or R* 1 are non-brfdglng subsffluents of which at 
least one substltuent is substituted with a biologically active group. 

9. Oxazine conjugate es claimed In one of the claims 6 to 9, wherein the bkrfogicaily active group Is a hapten, antigen, 
antibody or protein. 
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1 0. Oxezlne conjugate bs daLmed In one off the claims 6 to 6, wherein the MologlcaBy active group b a mononucleotide 
or polynucleotide. 

11, Method for determining a first Immunologically blndable substance, wherein a conjugate as claimed In claim 9 la 
0 used together with a second immunologically blndable substance which can be the same as or different from the 

first substance t*id wherein the absorption or fluorescence change or fluorescence polarization change caused 
by an immunological binding reaction which Is specific for the first substance t? determined as a measure for the 
amount of the substance to be determined In the sample. 

io 12. Use of a conjugate es claimed In claim 9 for Immunoassays. 

13. Use of a conjugate as claimed In claim 10 for DNA analysis. 

14. Process torthe production of the oxazlne derivatives of formula I as claimed In claim 1, wherein 1 ,3-aminophenols 
13 of formula III are condensed with nttrosoamino phenols of formula IV 




30 



1. DerWs oxazlniques nftpondant & la Formula g*n&rsle I 



40 



45 



50 



05 



Is 



*3 ' 



} l<tf R < *2 



dans laqueltoRvF^.Rg.VRyrt R io «lgnment un atome erhydrogene. un groupe aBcyle, un groupa hydroxyle, 
un atome tfhatogerte, un groupe cartxwyle, un groups sulfonylo ou un groupa amino at 

slgnfflert un atome d-hydrogene, un groupe alkyle. un groupe staoxy, des unites potyoxyriydrocarfaytes, un 
groupe phenyle, un groupe pherrytalkyle, qui pauvant etre substitute par un groupe hydroxy^, un groupe 
sutfonyle, un groupe carboxyle, un groupe amino, un groupe alcoxycarbonyle, o0 Rj avac a, ou Rj avac R+ 
peut former un port en C z ou Cg sature ou Insatute ou R a avac R 3 peut former un port en C 4 ou C B eature 
ou Insatuns at 

Sgrtfiert un atome rfnydrogene, un groupe alkyle, un groupe alcoxy, das unite, polyoxyhydrocarbytes, un 



13 



E p 0 747 447 B1 



group* phenyle, un groupe phftnylalkyle, qui peuvent etre substtti^ per u. 
STyle un groups carboxyle, un groups amino, un groupe alcoxycerbonyte. ou 

Pert former un port an C, ou Ca sature ou Insature ou avac R, pert forrner un port en ou salure 



ou Insaturft 



et au moin* un des resldus R 2 , R a . Re ou R„ represented un rtoldu na forma* pas da port, qui est en outre 

eubstttue par un groupe active apte au couplage ou actlvable au courtage , 

Sau mrtn. un des reaidus R 2 , R* R, ou R, repreeertant un residu foimart un port, qui part eventueBernert fttre 

substltu* par un groupe alkyle. 



Derives oxazinJques selon la reverdkatlor 1 , caracteii^B en oe que Ra avec R 4 et/ou R 7 avec R 8 forme un port 
en C 3 sature ou Insaturs. 

Derive oxazlnlqua selon la revendlcrtlon 1 ou 2, caracterise en oe que R 2 et/ou Re represertent des aubstttuarts 
ne formant pas de port, parmi lesquels au motns un est substllue en outre per un groupe active arte au couplage 
ou acttvabie au couplage. 

Derive oxazlnlque selon la revendkatlon 3, caracterise en ce qu'un substituant ne fbrmant pas da port represante 
un residu alkyle aubstltue par un groupe actlvable ou adtv*. 

Derives oxazNques salon la revenolcatlon 3 ou 4, carscterises en ce que le groupe acttvabie ■eprtaente un groupe 
decide carboxyllque ou (faclde sulfonique ou on ce que la groupe active repressrte un eater tfaclde, un anhydnde 
(Tacide, un hslogenure Jackie ou un ester N-hydroxyauccinlmldique. 

Conjugues de colorants oxazkilques rtpondart a la For mule II 



ft* " 



dans laquelle R,, R4, R5. Re- Rr**w slgnrfierrtun atome tfhydrogene, un groupe elkyle, un groupe hydroxyle, 
un atome dtiatogene, un gioupe carboxyle, un groupe sulfonyle ou un groups amino et 

signffieAt un atome dHydrogfene, un groupe alkyle, un groupe ateoxy, des unites P^^^*^'^ 
groupe phenyls, un groups phenylalkyle, qui peuvent etre subslltues par un groupe hydroxyle ungmupe 
suHonyie un groupe carboxyle, un groupe amino, un groupe elooxycarbonyle. ouR 2 avec R^ ou Rj , avec R* 
pert former un port en ou C, sature ou Insature ou Ra' avec R 3 ' peut former un port en C 4 ou C 6 salure 
ou insaturs at 



SgnSrt un atome d-hydrogene. un groupe alkyle. un groupe alcoxy, des unites P^v^*™*^;^ 
groupe phenyls, un groupe phenylalkyle, qui peuvent etre subsfltues par un groupe hydroxyle, un groupe 
sutfonyle, un groupe carboxyle, un groupe amino, un groupe aJcoxycarbonyte, ou Rs avec R T ou R, avecR^ 
pwt former un port en C3 srture ou Insature ou Re' aveo Rg peutformer un port en C A ou C„ sature ou Insature 

at au moins un des resldus R 2 ', Rj', Re' ou Rj' represents un residu ne formart pas de port, qut est en outre 

substttu* par un groupe blotogiquemsnt acttf 

at aumrtns un des residua R 2 '.R 3 \ Ra' ou R,' represents un residu torment un port, qui pert 6vertuellemsnt 
etre substttue par un groups alkyle. 
7. Conjugue oxazlnlque selon la revendteaHon B, oaracterlss en ce que R^' avec et/ou R 7 avec Rj' forme un port 
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en C 3 saturd ou Insatirt. 

8. Conjugue axaztnique selon Is revindication 6 ou 7, cararierise en oa que fV ef/ou R$ repndsentent des substi- 
tute ne formant pas de point, parmi lesquels au molns un est substltul par un groupe blologiquement actif. 

9. Conjugue oxazinique selon rune des revindications 6 6 8, caract6rfs£ en ce que le groupe bkrioglquement actif 
represent© un hapten*, un antig&ne, un antlcorps on una prottlne. 

10. Conjugu* oxazintque selon rune des revindications 6 4 8, caract6rfs6 en ce que le groupe blologiquement actif 
represente un mono- ou polynucleotide. 

11. Proodd* de determination d'une preml&re substance apte S una liaison immunologique, caraderisd en ce qu'on 
utilise un conJugu6 selon la revondfcatfon 9 avec une deuxlAme substance apte & une liaison Irnrrtunotoglque, qui 
petit dtre ldenflque & ou dlfT6renle de la premiere substance et en ce qu'on determine I'absorptton ou la variation 
de fluorescence ou fa variation de la polarisation de la fluorescence provoquee par una reaction de laison Immu- 
nologique qui est spgcffique pour la premiere substance,. § titre de mesure pour la quantity de la substance d 
determiner contenue dans rdcharrfillon. 

12. Utilisation d'un conjugud selon la revendicaflon 9 pour des dosages Irnrnunologiques. 

13. Utilisation d'un conjugud selon la revandlcation 10 pour I'analyse d'ADNL 

14. Procedd de preparation de ddrlvfooxazlnlques rtpondant & la Formula I selon la revandlcation 1 , caractfirisd en 
ce qu'on condense des 1 ,3-amlnoph4noJs rdpondant d la Fomiule III avec des nttrosoamlnophdnols nSpondant £ 
la Fomiule IV. 
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